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dihydrofolate reductase（ジヒドロ葉酸還元酵素）  
dipeptidyl peptidase-4（ジぺプチジルペプチダーゼ-4）  
exchange protein directly activated by cAMP 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
（グリセルアルデヒド 3-リン酸デヒドロゲナーゼ）  
glucagon-like peptide-2（グルカゴン様ペプチド-2）  
hematoxyline and eosin（ヘマトキシリン・エオシン）  
insulin-like growth factor-1（インスリン様増殖因子-1）  
interleukin-1（インターロイキン-1）  
intraperitoneal（腹腔内投与）  




MTX-polyglutamate（ポリグルタメート型 MTX）  
nitric oxide（一酸化窒素）  
NO synthase（NO 合成酵素）  
constitutive NOS（構成型 NOS）  
endothelial NOS（内皮型 NOS）  
inducible NOS（誘導型 NOS）  
neuronal NOS（神経型 NOS）  











sodium sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
(ドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミドゲル電気泳動) 
tris-buffered saline（トリス緩衝生理食塩水）  







Potentiation of glucagon-like peptide-2 dynamics by methotrexate administration in rat small 
intestine.  
Machida M., Shiga S., Machida T., Ohno M., Iizuka K., Hirafuji M. 
Biol. Pharm. Bull., 42, 1733–1740 (2019). 
 
The role of nitric oxide in small intestine differs between a single and a consecutive administration 
of methotrexate to rats. 
Shiga S., Machida T., Yanada T., Machida M., Hirafuji M., Iizuka K. 
J. Pharmacol. Sci., 143, 30–38 (2020). 
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Methotrexate (MTX), a folate antagonist, is widely used for the treatment of various malignancies 
as well as autoimmune diseases. Although gastrointestinal mucositis is generally accepted as one of 
major adverse effects by administration of MTX, the detail mechanisms are still controversial. To 
clarify the effect of MTX on gastrointestinal damage in detail, I investigated the following two 
themes using some models in which MTX was administered to rats. 
1) Effect of MTX on glucagon-like peptide-2 (GLP-2) dynamics in small intestine. 
Rats were injected intraperitoneally with a single dose of either 50 mg/kg MTX or 100 mg/kg 5-
fluorouracil (5-FU). Administration of MTX caused moderate but not significant intestinal injury 
within 72 h, while administration of 5-FU caused severe injury in a time-dependent manner. MTX 
significantly increased proglucagon mRNA expression and the number of anti-GLP-2 antibody-
positive cells in the ileal tissue. MTX also significantly induced GLP-2 receptor, insulin-like growth 
factor-1 (IGF-1), transforming growth factor-2 (TGF-2) and -catenin mRNA expression. In 
contrast, 5-FU significantly inhibited proglucagon, GLP-2 receptor, IGF-1 and TGF-2 mRNA 
expression as well as the number of anti-GLP-2 antibody-positive cells. These results suggest that 
potentiation of endogenous GLP-2 dynamics by MTX is associated with a mechanism that 
preserves gastrointestinal mucosal integrity at a moderate level. 
2) Comparison of the effect of a single administration of MTX and consecutive administration of 
MTX on the gastrointestinal mucosal injury. 
Rats were received MTX intraperitoneally either as a single administration (50 mg/kg) or as a 
consecutive administration (12.5 mg/kg/day) for 4 days. NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-
NAME) was subcutaneously to inhibit nitric oxide synthase (NOS). Although a slight mucosal 
injury resulted from single administration of MTX, L-NAME had almost no effect. Consecutive 
administration of methotrexate caused a significant mucosal injury, which is further worsened by L-
NAME. Consecutive, but not single, administration of MTX induced mRNA expression of 
inflammatory cytokines in ileal tissue. Consecutive administration of MTX also significantly 
induced constitutive NOS expression. These results suggest that consecutive administration, rather 
than single administration of MTX aggravates mucosal injury. Potentiation of constitutive NOS 
expression by consecutive administration might be the main reason to antagonize the intestinal 
mucosal injury as well as lead to a reduction in rat quality of life. 
The present study may contribute to the understanding of basic mechanisms underlying how MTX 
causes gastrointestinal injury. The findings in the present study may be useful as a basic knowledge 













症性サイトカインの産生などが関与していることがこれまでに報告されている．2, 3)  
















プリンヌクレオチドや DNAの新たな合成を抑制する（Fig. 2A）．  
一方，MTX の抗リウマチ作用メカニズムは，DNA 合成抑制作用とは別の機序が考えら








Fig. 2. Pharmacological Action of MTX 
A: Inhibitory action of DNA synthesis. B: Hindrance action of adenosine metabolism. The dotted 





polyglutamate: MTX-PGs, Fig. 1B）となり細胞内に蓄積される．9–12) 細胞内MTX-PGsは-グ
ルタミルトランスペプチダーゼによって加水分解され，13) ATP 結合カセットである ABCB1，
ABCC1–4，ABCG2により細胞外へと排泄される．14) MTX-PGsは，DHFR と強力に結合し，
その活性を阻害するほか，チミジル酸合成酵素や AICAR ホルミルトランスフェラーゼに





この DPP-4 による GLP-2 の代謝は速く，ヒトに GLP-2 を皮下投与した場合の血中半減期
は 7 分と短い．17) 産生された GLP-2 は筋線維芽細胞などにある GLP-2 受容体に結合する
ことで，インスリン様増殖因子-1（insulin-like growth factor-1: IGF-1）やトランスフォーミ
ング増殖因子-（transforming growth factor- TGF-）などの転写を誘導する．これまでに
IGF-1 発現誘導が GLP-2 による小腸粘膜の増殖に必須であることが IGF-1 ノックアウトマ
ウスを用いた研究などで明らかにされている．18, 19) IGF-1 は，L 細胞などに発現している
IGF-1 受容体を刺激して陰窩細胞において Wnt/β-カテニン経路に連なる-カテニンの発現
を促進する．18, 19) また，GLP-2による TGF-の発現は，粘膜再生に伴う粘膜上皮の遊走に
関与する．20) 近年，GLP-2による小腸の恒常性維持機能が創薬の観点からも注目され，様々




Takanoらは，ラットにおける嘔吐類似行動に及ぼす MTX 10，20 および 50 mg/kg 単回腹
腔内投与の影響について検討し，50 mg/kg 投与により臨床での嘔吐発現パターンと類似し
た嘔吐類似行動が引き起こされることを報告している．24) 興味深いことに，このラット小
腸において MTX 投与によるセロトニン（5-hydroxytryptamine: 5-HT）合成系の亢進が認め




受容体の刺激によって活性化される Epac1/2 は内分泌性 L 細胞内に発現しており，26) L 細
胞におけるプログルカゴン産生および分泌に Epac シグナル伝達経路が関与していること




ルであり，生体内で L-アルギニンを基質として NO合成酵素（NO synthase: NOS）によって
産生される．NOS には誘導型 NOS（inducible NOS: iNOS），神経型 NOS（neuronal NOS: 
nNOS）および内皮型 NOS（endothelial NOS: eNOS）の 3種のアイソザイムが存在する．NO
は多臓器への影響と同様に，消化管に対しても二面性の生理作用を示す．消化管の恒常性
維持には，主に構成型 NOS（constitutive NOS: cNOS）である nNOS および eNOS によって




の MTX 50 mg/kg 単回腹腔内投与が小腸 iNOS 発現を増加させるものの cNOS 発現には影
響を及ぼさないこと，さらに非特異的 NOS 阻害薬である NG-ニトロ-L-アルギニンメチルエ
ステル（NG-nitro-L-arginine methyl ester: L-NAME）が，嘔吐類似行動発現や体重増加抑制，
摂餌量の低下などの QOL に大きな影響を与えずに，5-HT 合成促進作用を有意に抑制する
ことが示されている．28) 一方，ラットへの MTX の反復投与は，著明な消化管粘膜炎を引
き起こし，その要因として様々な炎症性サイトカインやそれに伴う NO 産生，アラキドン













腹腔内投与を選択した．第 1 章では，小腸組織像に及ぼす MTX 投与の影響と小腸 GLP-2
発現との関係について，小腸組織傷害を引き起こす代表的な抗がん剤である 5-FU 投与の
影響と比較検討した．第 2 章では，MTX 単回投与および分割投与によるラット QOL およ


















による小腸 GLP-2発現への影響が関与している可能性を考えた．  




















Sigma-Aldrich（MO, USA）より購入した．PrimeScriptTM One-Step RT-PCR Kit をタカラバイ
オ（滋賀）より購入した．VECTASTAIN® elite ABC KIT を Vector Laboratories（CA, USA）
より，3,3-diaminobenzine tetrahydrochloride（DAB）を同仁化学研究所（熊本）より購入した．
ウサギ抗ミエロペルオキシダーゼ（myeloperoxydase: MPO）抗体を Thermo Fisher Scientific
（MA, USA）より購入した．ウサギ抗 GLP-2 抗体を Bioss Antibodies（MA, USA）より購入
した．ヒストファイン シンプルステインラインラット MAX-PO （MULTI）をニチレイバ
イオサイエンス（東京）より購入した．Assay Max GLP-2 ELISA kit を Assaypro LLC（MO, 








投与後 24または 72時間後に各検討を行った（Fig. 3）． 
 





（BD800; Becton Dickinson and Company, NJ, USA）に血液を採取した．その後，回腸を摘出
















5) にて作成した切片を，脱パラフィン（キシレン 10分間 3回，100% エタノール 5分間
2 回，95% エタノール 5分間 2回，70％ エタノール 5分間 1回, 蒸留水 5分間 2回それぞ
れ洗浄）した．次に，95℃の抗原賦活化液（pH 9）（Agilent, CA, USA）で 20分間抗原賦活
化し，その後 10分間室温放置し冷却した．次いで蒸留水で洗浄し，内因性ペルオキシダー
ゼを阻害するため，0.3％ 過酸化水素に 10分間浸し，トリス緩衝生理食塩水（tris-buffered 
saline: TBS）にて 2回洗浄した．次に，一次抗体として Dako REAL 抗体希釈液（Agilent）
にて 200 倍に希釈した抗 MPO 抗体を 4℃で一晩反応させた．未反応抗体は TBS にて洗浄
した．次いで，二次抗体（ヒストファイン シンプルステインラインラット MAX-PO MULTI）
を室温で 30分間反応させ，未反応抗体を TBS で洗浄した．DABにより発色後，TBS で洗
浄した．次いでヘマトキシリンにより核染色し，蒸留水でヘマトキシリンを洗浄した後，
脱水（蒸留水 5分間 2回，70％ エタノール 5 分間 1回，95% エタノール 5分間 2回，100% 




8) 抗 GLP-2抗体を用いた免疫組織化学（酵素抗体法） 
7) と同様の操作にて脱パラフィンを行い，95℃のクエン酸緩衝液（pH 6）を用い抗原賦
活化を行った．一次抗体として 300 倍に希釈した抗 GLP-2 ポリクローナル抗体を用いた．
以降の手順は 7) に準じて行われた． 
 
9) 抗 GLP-2抗体陽性細胞数の計測 
8) にて染色されたプレパラートを NDP にて観察し，各サンプルの隣り合った 20本の




10) 小腸組織からの total RNA の抽出 
4) にて摘出した腸管の内容物を滅菌 PBS内で洗浄した．これを TRI® Reagent 1 mL 中に
浸し，バイオミキサー（日本精機製作所，東京）にてホモジナイズ（6,000 rpm，氷中，30
秒間）した．ホモジネートを遠心分離（15,000×g，4℃，10分間）して，上清を分取し，5
分間室温に静置後，クロロホルム 200 L 加えて穏やかに混和した．さらに 15 分間室温に
静置後，遠心分離（15,000×g，4℃，15 分間）した．三層より上清を分取し，イソプロパ
ノール 500 Lを加えて穏やかに混和し，10分間室温に静置後，遠心分離（15,000×g，4℃，
10 分間）し，上清を除去した．沈殿した total RNA に 75％エタノール 1 mL を加えて遠心
分離（15,000×g，4℃，10分間）し，上清を除去した．沈殿した total RNAを滅菌蒸留水で
溶解した．Nano Drop® DN-1000 Spectrophotometer（Nano Drop Technologies，DE，USA）を
用いて 260 nm での吸光度を測定し，total RNA の濃度を求めた． 
 
11) Real-time RT-PCR 法 
10) にて得られた total RNA を 20 ng/Lに希釈し，Real-time RT-PCR に用いた．2×One 
Step SYBR RT-PCR Buffer 10 L，TaKaRa Ex Taq HS Mix 1.2 L，Prime Script PLUS RTase 
Mix 0.4 L，ROX 0.4 L，プライマー（Forward，Reverse）各 0.8 L，試料 2 L，滅菌蒸
留水 4.4 Lを混和し，7500 Real-time PCR System（アプライドバイオシステムジャパン，
東京）を用いて増幅反応を行った．逆転写反応を 42℃ 5分間，95℃ 10秒間行い，その
後，PCR 反応は 95℃ 5 秒間，60℃ 34秒間を 45回繰り返すことで行った．使用したプロ
グルカゴン，GLP-2受容体，IGF-1，TGF-1，TGF-2，TGF−3，-カテニン，exchange 
protein directly activated by cAMP1（Epac1），Epac2のプライマーを Table 1に示した．内
部標準遺伝子にグリセルアルデヒド 3-リン酸デヒドロゲナーゼ（glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase: GAPDH）を用い， GAPDHと各遺伝子の PCR 産物の示す明度




Table 1. Primers for Real-time RT-PCR 














































12) 血漿 GLP-2の測定 
 4) にて採取した血液を室温で 20分間静置し，その後，遠心分離（1,600×g，室温，20分




2 時間室温で静置した．その後，200 L のWash Bufferで 5回洗浄した．50 Lの Biotinylated 
GLP-2 Antibody を加え，室温で 1時間静置した．その後，50 Lの SP Conjugate を加え，室
温で 30分間静置した．200 L のWash Bufferで 5回洗浄した．100 Lの Substrate Solution
を加え，室温で 30分間静置した．50 µLの Chromogen Substrate を加え，室温で 12分間静




13) 血漿 IGF-1の測定 
 4) にて採取した血液を室温で 20分間静置し，その後，遠心分離（1,600×g，室温，20分
間）し，得られた血漿を Calibrator Diluent RD5-38で 1,000倍に希釈したものを試料とした．
Calibrator Diluent RD5-38 および試料をそれぞれ 50 Lずつ IGF-1 抗体がコーティングされ
たマイクロプレートに加え，500 ± 50 rpmでシェーカー上，2時間室温でインキュベートし
た．その後，200 LのWash Bufferで洗浄し，この操作を 4回繰り返した．100 LのMouse/Rat 
IGF-1 Conjugateを加え，シェーカー上室温にて 2時間インキュベートした．その後，200 L 
の Wash Bufferで洗浄し，この操作を 4回繰り返した．100 Lの Substrate Solution を加え，





測定値はすべて平均値 ± 標準誤差（Mean ± S.E.）で示した．2 群間の比較は F 検定後，





第 3節 結果 
 
第 1項 小腸組織形態に及ぼす MTXおよび 5-FU投与の影響 
小腸組織形態に及ぼす MTX および 5-FU 投与の影響を HE 染色にて検討した．MTX は
投与 24 および 72 時間後において小腸組織形態に著明な影響を及ぼさなかった（Fig. 4）．
一方，5-FU投与は 24 時間後において軽度の絨毛萎縮を（Fig. 4A），さらに 72時間後にお
いては上皮細胞配列の乱れなどを伴う重度の組織傷害を引き起こし（Fig. 4B），時間依存
的な小腸組織傷害の悪化が認められた． 
Fig. 4. Hematoxylin-eosin Stained Sections from Rat Ileal Mucosa 
At 24 h (A) or 72 h (B) after a single intraperitoneal administration of saline (control), 50 mg/kg 
MTX or 100 mg/kg 5-FU, ileal tissues were isolated and fixed with 4% paraformaldehyde and 
embedded in paraffin. Scale bars = 100 m. 
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第 2項 小腸MPO発現に及ぼす MTXおよび 5-FU投与の影響 
 第 1項の検討により，5-FU投与は時間依存的な小腸組織傷害を引き起こすことが明らか
となった．そこで次に小腸での炎症を観察するために，小腸 MPO発現に及ぼす MTXおよ
び 5-FU投与の影響を検討した．Fig. 5B および Fig. 6B にはそれぞれ Fig. 5Aおよび Fig. 6A
の囲み部分を拡大したものを示している．MTX 投与は MPO 発現に著明な影響を与えなか
った（Fig. 5, 6）．一方 5-FU投与は 24時間以内に MPO発現を増加させ（Fig. 5），72 時間
後までにさらに発現を増加させた（Fig. 6）． 
 
Fig. 5. Effect of MTX and 5-FU on MPO Expression in Ileal Tissue 
A: At 24 h after the administration of saline (control), 50 mg/kg MTX or 100 mg/kg 5-FU, ileal 
tissues were isolated and fixed with 4% paraformaldehyde for immunohistochemical 
examination with an anti-MPO antibody. B: Magnification of the square with a dotted line in A. 




Fig. 6. Effect of MTX and 5-FU on MPO Expression in Ileal Tissue 
A: At 72 h after the administration of saline (control), 50 mg/kg MTX or 100 mg/kg 5-FU, ileal 
tissues were isolated and fixed with 4% paraformaldehyde for immunohistochemical 
examination with an anti-MPO antibody. B: Magnification of the square with a dotted line in 
A. Scale bars = 100 m for A, 20 m for B. 
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第 3項 プログルカゴン mRNA発現に及ぼす MTXおよび 5-FU 投与の影響 
 第 1項および第 2項の検討において抗がん剤投与による小腸組織形態への影響は投与 24
時間後で既に異なっていたことから， GLP-2 関連遺伝子発現をはじめとする以降の検討は
すべて薬物投与 24時間後で行った． 
 まず，GLP-2 の前駆物質であるプログルカゴン mRNA 発現に及ぼす MTX および 5-FU
投与の影響について検討した．MTX 投与はプログルカゴン mRNA 発現を有意に増加させ
（Fig. 7A），5-FU投与はこれを有意に減少させた（Fig. 7B）． 
 
 
Fig. 7. Effect of MTX and 5-FU on Proglucagon mRNA Expression in Rat Ileal Tissue 
Each column represents the mean ± S.E. (n = 6 each for A; n = 6 for control and 5 for 5-FU for 




第 4項 抗 GLP-2抗体陽性細胞数に及ぼす MTXおよび 5-FU投与の影響 
 次に抗 GLP-2 抗体陽性細胞数に及ぼす MTX および 5-FU 投与の影響について検討した．
Fig. 8Aおよび Fig. 9A の矢印には抗 GLP-2抗体を用いた酵素抗体法によって染色された細
胞を示しており，Fig. 8B および Fig. 8B にはそれぞれ Fig. 8Aおよび Fig. 9Aの囲み部分を
拡大したものを示している．抗 GLP-2抗体陽性細胞は絨毛上皮細胞および陰窩に局在して







Fig. 8. Effect of MTX on Anti-GLP-2 Antibody-Positive Cells (i.e., L-Cells) in Rat Ileal 
Tissue 
A: At 24 h after the administration of saline (control) or 50 mg/kg MTX, ileal tissues were 
isolated and fixed with 4% paraformaldehyde for immunohistochemical examination using an 
anti-GLP-2 antibody. Arrows indicate GLP-2-expressing cells in the ileal mucosa. Scale bars = 





Fig. 9. Effect of 5-FU on Anti-GLP-2 Antibody-Positive Cells (i.e., L-Cells) in Rat Ileal 
Tissue 
A: At 24 h after the administration of saline (control) or 100 mg/kg 5-FU, ileal tissues were 
isolated and fixed with 4% paraformaldehyde for immunohistochemical examination using an 
anti-GLP-2 antibody. Arrows indicate GLP-2-expressing cells in the ileal mucosa. Scale bars = 








Fig. 10. Effect of MTX and 5-FU on Number of Anti-GLP-2 Antibody Positive Cells in Rat 
Ileal Tissue 





第 5項 血漿 GLP-2濃度に及ぼす MTXおよび 5-FU投与の影響 
 血漿 GLP-2濃度に及ぼす MTXおよび 5-FU投与の影響を検討した．MTXおよび 5-FU 投






Fig. 11. Effect of MTX and 5-FU on GLP-2 Concentration in Rat Plasma 
Each column represents the mean ± S.E. (n = 6 each for A; n = 6 for control and 5 for 5-FU). *p 




第 6項 GLP-2受容体 mRNA発現に及ぼすMTXおよび 5-FU投与の影響 
 これまでの検討でMTX 投与は小腸 GLP-2 発現を亢進し，5-FU投与はこれを抑制するこ
とが明らかとなった．そこで次に GLP-2受容体発現および受容体刺激により変動するシグ
ナル伝達経路へのMTX および 5-FU投与の影響を検討した．まず本項では，GLP-2受容体
mRNA発現に及ぼすMTX および 5-FU投与の影響を検討した．MTX 投与は GLP-2受容体
mRNA発現を有意に増加させ（Fig. 12A），5-FU投与はこれを有意に減少させた（Fig. 12B）． 
 
 
Fig. 12. Effect of MTX and 5-FU on GLP-2 Receptor mRNA Expression in Rat Ileal Tissue 
Each column represents the mean ± S.E. (n = 5 each for A; n = 5 for control and 6 for 5-FU for 




第 7項 IGF-1 mRNA 発現に及ぼす MTXおよび 5-FU投与の影響 
 次に GLP-2受容体刺激により転写が誘導される IGF-1 18, 19) のmRNA発現に及ぼすMTX
および 5-FU投与の影響について検討した．MTX投与は IGF-1 mRNA発現を有意に増加さ





Fig. 13. Effect of MTX and 5-FU on IGF-1 mRNA Expression in Rat Ileal Tissue 




第 8項 血漿 IGF-1濃度に及ぼす MTXおよび 5-FU投与の影響 







Fig. 14. Effect of MTX and 5-FU on IGF-1 Concentration in Rat Plasma 





第 9項 TGF- mRNA 発現に及ぼすMTXおよび 5-FU投与の影響 
IGF-1 と同様に GLP-2 受容体刺激により転写が誘導される TGF- 20) の mRNA 発現に及
ぼす MTX および 5-FU 投与の影響について検討した．哺乳類において TGF-1 から TGF-
3 まで 3 つのアイソフォームが存在する．MTX 投与は TGF-2 mRNA 発現を有意に増加
させたが（Fig. 15C），TGF-1および TGF-3 mRNA発現には有意な影響を与えなかった
（Fig. 15A, 15E）．5-FU 投与は TGF-1 mRNA 発現を有意に増加させ（Fig. 15B），TGF-2 
mRNA発現を有意に減少させた（Fig. 15D）．また，5-FU投与は TGF-3 mRNA発現に影




Fig. 15. Effect of MTX and 5-FU on TGF-1 (A and B), TGF-2 (C and D), and TGF-3 
(E and F) mRNA Expression in Rat Ileal Tissue 
Each column represents the mean ± S.E. (n = 6 each for A, C, and E; n = 6 for control and 5 for 
5-FU for B, D, and F). *p < 0.05 versus control. 
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第 10項 -カテニン mRNA発現に及ぼすMTXおよび 5-FU投与の影響 
次に陰窩細胞において主に IGF-1 によって発現が誘導される-カテニン 18, 19) の mRNA
発現に及ぼす MTX および 5-FU 投与の影響について検討した．MTX 投与は-カテニン




Fig. 16. Effect of MTX and 5-FU on -catenin mRNA Expression in Rat Ileal Tissue 
Each column represents the mean ± S.E. (n = 6 each for A; n = 6 for control and 5 for 5-FU for 




第 11項 DPP-4 mRNA発現に及ぼすMTX および 5-FU投与の影響 
 次に GLP-2 の分解酵素である DPP-4 mRNA 発現に及ぼす MTX および 5-FU 投与の影響





Fig. 17. Effect of MTX and 5-FU on DPP-4 mRNA Expression in Rat Ileal Tissue 
Each column represents the mean ± S.E. (n = 6 for control and 5 for MTX for A; n = 6 for control 




第 12項 Epac1/2 mRNA発現に及ぼすMTX および 5-FU投与の影響 
  これまでの検討で，MTX投与は GLP-2 発現およびそのシグナル伝達経路を亢進するこ
とが明らかとなった．MTX は前述の通り DHFR 阻害作用の他にアデノシン濃度上昇作用
も有する．MTX 投与による小腸 GLP-2 発現亢進作用に，このアデノシン濃度上昇作用が
関与している可能性を考え，次にアデノシン A2A 受容体刺激により活性化される Epac1/2 
mRNA 発現に及ぼす MTX および 5-FU 投与の影響を検討した．MTX 投与は Epac1 および
Epac2 mRNA発現を有意に増加させ（Fig. 18A, C），5-FU投与はこれらの発現に影響を与
えなかった（Fig. 18B, D）. 
Fig. 18. Effect of MTX and 5-FU on Epac1 and Epac2 mRNA Expression in Rat Ileal Tissue 
Each column represents the mean ± S.E. (n = 6 each for A, C; n = 6 for control and 5 for 5-FU 
for B, D). *p < 0.05 versus control.  
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第 13項 Epac1/2 mRNA発現およびプログルカゴン mRNA発現の相関 
 本項では，MTX および 5-FU 投与による GLP-2 発現の変動と Epac1/2 発現との関係につ
いて各薬物投与によるプログルカゴン mRNA発現および Epac1/2 mRNA発現との相関をと
ることにより検討した．Fig. 19の各点はそれぞれ個別のラットのデータを示している．MTX
投与によるプログルカゴン mRNA発現と Epac1および Epac2 mRNA 発現には，それぞれ強
い相関関係（R2 = 0.9209 および R2 = 0.8384）が認められた（Fig. 19A, C）．一方，5-FU投
与によるこれらの相関関係（R2 = 0.0197 および R2 = 0.0068）は認められなかった（Fig. 19B, 
D）． 
 
Fig. 19. Correlation between GLP-2 mRNA Expression and Epac1/2 mRNA Expression in 
MTX or 5-FU Treated Rat Ileal Tissue 
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第 4節 考察 
第 1 章では，ラットに嘔吐類似行動を引き起こす用量の MTX を投与しても小腸組織傷
害が軽微である理由に，小腸 GLP-2発現とそれに伴うシグナル伝達への影響が関与してい
る可能性を考え，小腸組織像に及ぼす MTX 投与の影響と小腸 GLP-2 発現との関係につい
て，5-FU 投与の影響と比較検討した．その結果 MTX は，時間依存的にわずかな小腸組織
傷害を引き起こすものの著明な組織傷害を引き起こさず，Takanoらの報告と一致した結果
を得た．25, 28) また本研究において 5-FU 100 mg/kg 単回腹腔内投与は著明な小腸組織傷害を
引き起こした．一般的にラットにおいては 400 mg/kg の 5-FU投与で，消化管傷害が引き起
こされるとの報告がなされているが，21, 44) 本研究では 100 mg/kg の 5-FUでもMPO発現を
伴う小腸組織傷害が認められた． 
Kissow らは，ラットに 5-FU 400 mg/kg を単回腹腔内投与すると，投与 48 時間後をピー
クに炎症を伴う小腸組織傷害を引き起こすが，48時間以降に血漿 GLP-2濃度を増加させる
ことで小腸組織傷害を回復させることを示している．21) さらに GLP-2 アゴニスト（NNC 
103-0066）が 5-FU誘発性小腸組織傷害を改善させることを報告している．21) また，L細胞
からの GLP-1 および GLP-2 の分泌を促進するメトホルミンと DPP-4 阻害薬のラットへの
併用投与は，内因性 GLP-2を増加させ，5-FUによる小腸重量の減少を防ぐことが示されて
いる．45)  
本研究では，MTX 投与が小腸において GLP-2 発現とそれに伴うシグナル伝達を亢進さ
せ，これと対照的に 5-FU はこれらを低下させることを見出した．一方，MTX投与は DPP-
4 mRNA発現を増加させる傾向を示し，5-FUはこれを有意に増加させた．DPP-4は主に細
胞膜や可溶性タンパク質として血中に存在するが，T 細胞などの免疫担当細胞表面にも
CD26 として発現している．従って 5-FU 投与が DPP-4 mRNA 発現を増加させた理由に，
5-FU 投与により傷害された小腸組織に DPP-4 を発現した免疫担当細胞が集積したことが
考えられ，これは小腸において内因性 GLP-2 含量をさらに低下させる要因となることが考
えられた．一方，MTX は投与 24 時間後の小腸において GLP-2 発現を有意に増加させた．









が必要である．また，MTX および 5-FUは血漿 GLP-2濃度に有意な影響を及ぼさなかった
ことから，小腸局所での GLP-2発現の変動が小腸組織像に影響を与えると考えられた． 
GLP-2 受容体は，ヒトならびにラット小腸の筋線維芽細胞および腸内神経に存在する．
47, 48) GLP-2 受容体 mRNA 発現は MTX 投与によって有意に増加した一方，5-FU によって
減少したことから，これらの抗がん剤の投与が GLP-2受容体刺激による下流シグナルにま
で影響を及ぼしていることが示唆された．GLP-2 は, マウス小腸において IGF-1 mRNA 発
現を増加させる．49) 実際，本研究においても IGF-1 mRNA 発現は，MTX 投与により誘導
され，5-FU投与により抑制された．従って，これらの抗がん剤による内因性 GLP-2発現の
変化は，小腸の IGF-1 発現に直接的に影響を与えることが示された．さらに，5-FU投与ラ
ットにおいて血漿 IGF-1 濃度の低下が観察された．IGF-1 の多くは肝臓で産生されること
から，5-FU投与は小腸以外に肝臓においても IGF-1発現に影響を及ぼすことが考えられた．
IGF-1 と同様に TGF-も小腸における GLP-2 の作用を発揮するための必須因子である．20) 
実際，GLP-2 刺激による TGF-および血管内皮細胞増殖因子の増加は，ヒト結腸癌細胞株
である Caco-2 細胞およびラット回腸 IEC-18 細胞において粘膜再生に伴う粘膜上皮細胞の
遊走に関与することが報告されている．20) また TGF-1 は主に免疫反応に関与しており，
) 濾胞性 T 細胞や B 細胞，NK 細胞，樹状細胞などの免疫担当細胞に発現している．51–54) 
5-FU 投与により TGF-1 mRNA 発現が増加した理由に，5-FU 投与により傷害された小腸
組織に TGF-1 が発現している免疫担当細胞が集積した可能性が考えられた．近年，小腸
粘膜上皮細胞の維持においては TGF-1 よりも TGF-2 が重要な役割を果たしていること
が報告されている．55, 56) 実際，ラットへの TGF-2経口投与は，抗がん剤誘発性腸傷害を
改善させること，また Caco-2 細胞への TGF-2 処理は抗がん剤誘発性細胞傷害に対して，
アポトーシス抑制作用を介して細胞生存率を増加させることが示されている．) 本研究に
おいても TGF-2 mRNA 発現に及ぼす MTX および 5-FU 投与の影響はプログルカゴン
mRNA発現や抗 GLP-2 抗体陽性細胞数などへの影響と一致しており，GLP-2受容体刺激を
介した TGF-2 発現の誘導が MTX による小腸粘膜上皮細胞の恒常性維持に寄与している
可能性が考えられた．さらに，MTXは-カテニン mRNA発現を増加させた．Wnt/β-カテニ
ンシグナル伝達経路は，消化管幹細胞の増殖および恒常的自己再生において重要な役割を




る IGF-1 は−カテニンシグナル伝達を活性化する．60) 従って，MTX 投与ラットの小腸に
おける内因性 GLP-2 による IGF-1 および TGF-β2 の転写促進が，-カテニン発現を増加さ
せたと考えられた． 
前述の通り MTX による抗リウマチ作用の一つに，炎症局所でのアデノシン濃度上昇に
よるアデノシン A2A 受容体刺激に依存した抗炎症作用が挙げられている．アデノシン A2A
受容体の刺激は，細胞内 cAMP 産生の増加を介してプロテインキナーゼ A および Epac1/2
などの酵素を活性化させる．これまでに L 細胞におけるプログルカゴン遺伝子の転写は，
cAMP 応答配列を介したプロテインキナーゼ A 経路によって促進されること，61) また，
Epac2 が L細胞に発現していること，62) 腸のプログルカゴン産生細胞においてプログルカ
ゴン産生および分泌に Epac シグナル伝達経路が関与していることが示されている．62, 26) 
そこで MTX による小腸 GLP-2 発現の亢進にこのアデノシン濃度上昇作用が関与している






とで，MTXによる GLP-2発現亢進作用の機序の詳細を明らかにできるものと考えられた．  













Fig. 20. A Possible Mechanism for the Induction of GLP-2 Expression in Small Intestine by 




第 2章 MTX単回投与および分割投与による小腸組織傷害における一酸化窒素の役割 
 




生じることが報告されている．27) 序論で述べたように，Takano らはラットへの MTX 50 
mg/kg 単回腹腔内投与が成長に伴う体重増加を抑制させ，さらに摂餌量，飲水量を投与 72
時間後をピークに一過性に低下させるものの，小腸組織傷害が軽微であることを報告した．
25) また，同投与条件の MTX 投与は，小腸において 5-HT 合成系を亢進すること，また
iNOS 発現を増加させるものの nNOS および eNOS 発現には影響を及ぼさないことを明ら
かにしている．25) さらに Takanoらは，非特異的 NOS 阻害薬の L-NAME が，MTXによる
飲水量低下を改善させるものの，摂餌量，飲水量および体重増加の低下に大きな影響を与






報告もあることから，29) 本章では，ラットへの MTX の総投与量を変えずに，分割投与す
ることで小腸組織像がどのように変化するかを単回投与と比較した．また MTX 分割投与




第 2節 方法 
1) 使用動物 
第 1章第 2節の 1) に準じた． 
 
2) 使用薬物および使用試薬 
L-NAME，抗-アクチン抗体を Sigma-Aldrich より購入した．Mammalian Protein Extraction 
Buffer，Protein inhibitor mix を Cytiva（東京）より， 4×Laemmli Sample Buffer を BIO- RAD
より購入した．BCATM Protein Assay Kit，マウス抗ウサギ IgG 抗体，Immobilon Western 
chemiluminescent HRP substrate を Thermo Fisher Scientific より購入した．Prestained XL-Ladder
をアンテグラル（東京）より購入した．マウス抗 iNOS 抗体を BD Biosciences（MO, USA）
より，マウス抗 nNOS 抗体を Transduction Laboratory（KY，USA）より，ウサギ抗 eNOS 抗
体を Affinity Bioreagents（CO，USA）より購入した．Horseradish peroxidase標識ウサギ抗マ
ウス IgG抗体，horseradish peroxidase 標識ヤギ抗ウサギ IgG抗体は Santa Cruz Biotechnlogy
（TX, USA）より購入した．Immobilon Western chemiluminescent HRP substrate を Merck 
Millipore（MA，USA）より購入した．上記以外は第 1章第 2節の 2) に準じた．  
 
3) 薬物投与プロトコール並びに QOL（体重，摂餌量，飲水量）の観察 
ラットを小動物実験用摂餌量測定装置（FDM700S, メルクエスト，富山）にて飼育し，摂
餌量を 24 時間毎に経時的に記録した．8 週齢の雄性ウィスターラットを 1) に準じた条件
下にて 6日間飼育，馴化させた．その後薬物投与を開始し，24時間毎に摂餌量，飲水量お
よび体重を測定した． 
ラットに MTX の総投与量が 50 mg/kg になるように単回投与（単回投与群）または 4 回
に分けて投与（分割投与群）した．単回投与群および分割投与群は，さらに対照群，L-NAME
単独投与群，MTX単独投与群，MTXおよび L-NAMEの併用投与群の 4つのサブグループ
に分類設定した．単回投与群のプロトコールを Fig. 21Aに示す．ラットに MTX（50 mg/kg）
または，対照として生理食塩水を腹腔内投与した．L-NAMEを使用した実験では，MTXま
たは生理食塩水を投与する 10 分前に L-NAME（20 mg/kg）を皮下注射し，その後 24 時間
ごとに 3 日間連日投与した（Fig. 21A）．分割投与群の薬物スケジュールを Fig. 21B に示





Fig. 21. Schedule for the Single (A) and Consecutive (B) Administration of MTX to Rats 
 
4) 小腸組織の摘出 
第 1章第 2節の 4) に準じた． 
 
5) パラフィン切片の作成 
第 1章第 2節の 5) に準じた． 
 
6) 小腸粘膜組織形態の観察および小腸絨毛長の計測 









8) 小腸組織からの total RNA の抽出 
第 1章第 2節の 10) に準じた． 
 
9) Real-time RT-PCR 法 
第 1 章第 2 節の 11) に準じた．使用した腫瘍壊死因子-（tumor necrosis factor-: TNF-
），インターロイキン -1（ interleukin-1: IL-1）， IL-6，シクロオキシゲナーゼ -2
（cyclooxygenase-2: COX-2），iNOS，nNOS，eNOS のプライマーは Table 2に示した． 
 
Table 2. Primers for Real-time RT-PCR 































第 1章第 2節の 4) に準じて摘出した腸管組織を縦方向に切開し，腸管内の内容物を滅菌







可溶化液中のタンパク質定量には BCATM Protein Assay Kit を用いた．生理食塩水にて適
宜希釈した可溶化液 10 Lに，BCATM Protein Assay Reagent Aと BCA Protein Assay Reagent 
B を 50：1 の割合で混合した溶液を 200 L 加え，37℃のインキュベーター内で 30 分間放





（sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis: SDS-PAGE） 
タンパク質量を統一した可溶化試料に 2-メルカプトエタノールを含む 4×Laemmli 
Sample Buffer を全量の 4分の 1量加え，ドライサーモユニット（DTU-1B，タイテック，埼
玉）で 100℃，5分間加熱した．その後 Laemmli の方法 69) に従い，0.1％ SDS を含む 25 mM 
Tris，192 mM グリシン緩衝液（pH 8.3）中，20 mA/gelで通電，泳動した．電気泳動用ゲル
には SuperSepTM ACE, 7.5%, 13 well を使用した．泳動装置としてミニプロティアン 3 セル
（BIO-RAD）を用いた．分子量マーカーとして Prestained XL-Ladder を同時に泳動し，その
移動度から目的タンパク質の分子量を求めた． 
 
13) NOS タンパク質の検出（Western blot 法） 
SDS-PAGE にて分離した後のゲル内のタンパク質を 25 mM Tris，192 mM グリシン緩衝
液（pH 8.3）中，30 mA の定電流にて室温で 3 時間通電し，孔径 0.45 m の Immobilon 
polyvinylidene difluoride transfer membrane（PVDF膜）（Millipore Co., MA, USA）に転写し
た．抗体の非特異的な吸着を防ぐため，この PVDF膜を室温で 2時間あるいは 4℃で一晩，
2.5% スキムミルク/10 mM Tris-HCl（pH 7.4），150 mM NaCl，0.1% Tween 20（2.5％ スキ
ムミルク/TBS-T）でブロッキングした．次にそれぞれの一次抗体として 2.5% スキムミル
ク/TBS-T で 250 倍に希釈した抗 iNOS 抗体，100 倍に希釈した抗 nNOS および抗 eNOS 抗
体，1,000 倍に希釈した抗-アクチン抗体を室温で 2 時間あるいは 4℃で一晩，PVDF 膜と
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反応させた．未反応抗体は TBS-T を用いて，室温で 15 分間 1 回，10 分間 3 回の振とうに
より洗浄除去した．次に，iNOS，nNOS および-アクチンの二次抗体として horseradish 
peroxidase標識ウサギ抗マウス IgG抗体，eNOS の二次抗体として horseradish peroxidase 標
識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体を 2.5%スキムミルク/TBS-T で 5,000 倍に希釈し，45 分間 PVDF
膜と反応させた．未反応抗体を TBS-T により室温で 15 分間 1 回，10 分間 3 回の振とうに
より洗浄除去した後，Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate で化学発光させ，
Ez-capture MG（ATTO，東京）を用いて露光，撮影した．iNOS，nNOS，eNOS，-アクチン
は，130，155，140，42 kDaにそれぞれ単一のバンドとして現れた．そのバンドを Image J




14) 抗 GLP-2抗体を用いた免疫組織化学（酵素抗体法） 
第 1章第 2節の 8) に準じた． 
 
15) 統計学的処理および検定方法 
測定値はすべて平均値 ± 標準偏差（Mean ± S.E.）で示した．2群間の比較は F検定後，
Student’s unpaired t-test または Welch’s t-test を行った．多群間の比較は一元配置分散分析
（one-way ANOVA）または二元配置分散分析（two-way ANOVA）を用い，その後 Tukey検




第 3節 結果 
 
第 1項 ラット QOL に及ぼす MTX分割投与の影響 
MTX 分割投与は成長に伴う体重増加を抑制し，L-NAME の併用投与は，MTX 単独投与




Fig. 22. Effects of L-NAME on Consecutive Administration of MTX-Induced Change in 
Body Weight in Rats  
After the first administration of physiological saline (basal) or MTX, body weight was measured 
every 24 h up to 96 h, and expressed as a percentage with 100% representing Time 0 h. Each 
column represents the mean ± S.E. (n = 6). *p < 0.05 and ***p < 0.01 versus Time 0 h; ††p < 












Fig. 23. Effects of L-NAME on Consecutive Administration of MTX-Induced Change in 
Food Intake in Rats  
After the first administration of physiological saline (basal) or MTX, food intake was measured 
every 24 h up to 96 h, and are shown as cumulative daily amounts (g) during the 24 h periods up 
to 96 h. Each column represents the mean ± S.E. (n = 6). **p < 0.01 versus Time 0 h; ††p < 0.01 












Fig. 24. Effects of L-NAME on Consecutive Administration of MTX-Induced Change in 
Water Intake in Rats  
After the first administration of physiological saline (basal) or MTX, water intake was measured 
every 24 h up to 96 h, and are shown as cumulative daily amounts (mL) during the 24 h periods 
up to 96 h. Each column represents the mean ± S.E. (n = 6). **p < 0.01 versus Time 0 h; †p < 








第 2項 小腸組織形態に及ぼす MTX単回投与および分割投与の影響 
本項では，小腸組織形態に及ぼす MTX単回投与および分割投与の影響を HE染色にて検




Fig. 25. Hematoxylin-Eosin Stained Sections from Ileal Mucosa Islated from Single 
Administration Group 
Ileal tissues were dissected and fixed with 4% paraformaldehyde and embedded in paraffin. Scale 









Fig. 26. Hematoxylin-Eosin Stained Sections from Ileal Mucosa Islated from Consecutive 
Administration Group 
Ileal tissues were dissected and fixed with 4% paraformaldehyde and embedded in paraffin. Scale 
bars = 100 m.
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 また，MTX 単回投与は L-NAME の有無に関わらず小腸絨毛長に著明な影響を及ぼさな




Fig. 27. Effect of MTX and L-NAME on Lengths of Villi 
A: The single administration group. B: The consecutive administration group. Each column 
represents the mean ± S.E. (n = 5 each for A and 6 each for B). **p < 0.01 versus basal; †< 0.05 
versus MTX.   
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第 3項 MPO発現に及ぼす MTX単回投与および分割投与の影響 
次に，炎症反応に及ぼす MTX 投与の影響について MPO を染色することにより検討し
た．Fig. 28B および Fig. 29B にはそれぞれ Fig. 28A および Fig. 29A の囲み部分を拡大した




Fig. 28. Effect of MTX and L-NAME on MPO Expression in Ileal Tissue Islated from Single 
Administration Group 
A: Ileal tissues were dissected and fixed with 4% paraformaldehyde for immunohistochemical 
examination with an anti-MPO antibody. B: Magnification of the square with a dotted line in A. 










Fig. 29. Effect of MTX and L-NAME on MPO Expression in Rat Ileal Tissue Islated from 
Consecutive Administration Group 
A: Ileal tissues were dissected and fixed with 4% paraformaldehyde for immunohistochemical 
examination with an anti-MPO antibody. B: Magnification of the square with a dotted line in A. 
Scale bars = 100 m for A, 20 m for B.  
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第 4項 炎症性サイトカイン mRNA発現に及ぼす MTX単回投与および分割投与の影響 
 第 2 項および第 3 項の結果から，MTX 分割投与は小腸において炎症を伴った組織傷害
を引き起こすことが明らかとなった．そこで，次に代表的な炎症性サイトカインである
TNF-，IL-1，IL-6 mRNA 発現に及ぼす MTX 投与の影響について検討した．MTX 単回
投与は L-NAMEの有無に関わらず TNF- mRNA発現に影響を与えなかった（Fig. 30A）．
MTX 分割投与は，TNF- mRNA 発現を有意に増加させ，L-NAME の併用投与は TNF- 
mRNA発現をさらに増加させる傾向を示した（Fig. 30B）． 
 
         
Fig. 30. Effects of MTX and L-NAME on the TNF- mRNA Expression in Rat Ileal Tissue 
A: The single administration group. B: The consecutive administration group. Each column 
represents the mean ± S.E. (n = 4–5). *p < 0.05, ***p < 0.001 versus basal. 
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MTX単回投与は IL-1 mRNA発現に影響を与えなかった（Fig. 29A）．L-NAMEの併用







Fig. 31. Effects of MTX and L-NAME on the IL-1 mRNA Expression in Rat Ileal Tissue 
A: The single administration group. B: The consecutive administration group. Each column 
represents the mean ± S.E. (n = 4–5). *p < 0.05, **p < 0.01 versus basal. 
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MTX単回投与は L-NAMEの有無に関わらず IL-6 mRNA発現に影響を与えなかった（Fig. 
32A）．MTX分割投与は，IL-6 mRNA発現には有意な影響を与えなかったが，L-NAMEの






Fig. 32. Effects of MTX and L-NAME on the IL-6 mRNA Expression in Rat Ileal Tissue 
A: The single administration group. B: The consecutive administration group. Each column 




第 5項 COX-2 mRNA発現に及ぼすMTX 単回投与および分割投与の影響 
 次に炎症性サイトカインの刺激により発現が誘導される COX-2 mRNA 発現に及ぼす
MTX投与の影響について検討した．MTX単回投与および分割投与は L-NAMEの有無に関





Fig. 33. Effects of MTX and L-NAME on the COX-2 mRNA Expression in Rat Ileal Tissue 
A: The single administration group. B: The consecutive administration group. Each column 




第 6項 NOS 発現に及ぼす MTX単回投与および分割投与の影響 
 本項では，NOS 発現に及ぼす MTX分割投与の影響について検討した．MTX分割投与は
有意差はないものの iNOS mRNA 発現およびタンパク質発現を増加させる傾向を示した




Fig. 34. Effects of Consecutive Administration of MTX on iNOS mRNA and Protein 
Expression in Rat Ileal Tissue 
A: iNOS mRNA expression. B: iNOS protein expression. Each column represents the mean ± 




MTX分割投与は nNOS mRNA 発現およびタンパク質発現を有意に増加させた（Fig. 35A, 






Fig. 35. Effects of Consecutive Administration of MTX on nNOS mRNA and Protein 
Expression in Rat Ileal Tissue 
A: nNOS mRNA expression. B: nNOS protein expression. Each column represents the mean ± 




MTX分割投与は eNOS mRNA発現およびタンパク質発現を有意に増加させた（Fig. 36A, 






Fig. 36. Effects of Consecutive Administration of MTX on eNOS mRNA and Protein 
Expression in Rat Ileal Tissue 
A: eNOS mRNA expression. B: eNOS protein expression. Each column represents the mean ± 





第 7項 プログルカゴン mRNA発現に及ぼす MTX単回投与および分割投与の影響 
本項では，プログルカゴン mRNA 発現に及ぼす MTX 単回投与および分割投与の影響に





           
Fig. 37. Effects of MTX and L-NAME on the Proglucagon mRNA Expression in Rat Ileal 
Tissue 
A: The single administration group. B: The consecutive administration group. Each column 
represents the mean ± S.E. (n = 5–6 for A; n = 7 for B). **p < 0.01 versus basal. 
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第 8項 抗 GLP-2抗体陽性細胞数に及ぼすMTX単回投与および分割投与の影響 
 本項では，抗 GLP-2 抗体陽性細胞数に及ぼす MTX 単回投与および分割投与の影響につ
いて検討した．MTX 単回投与および分割投与は，絨毛一本当たりの抗 GLP-2 抗体陽性細
胞数を有意に増加させたが，L-NAME の併用投与は，これに有意な影響を及ぼさなかった




Fig. 38. Effects of MTX and L-NAME on the Number of Anti-GLP-2 Antibody Positive 
Cells in Rat Ileal Tissue 
A: The single administration group. B: The consecutive administration group. Each column 




第 4節 考察 
 本章では，まずラット QOL に及ぼす MTX 分割投与の影響を検討した．その結果 MTX
分割投与は単回投与と同様に体重や摂餌量などを抑制するものの，その発現パターンは異
なることが明らかとなった．即ち，MTX 単回投与においては，投与後 72 時間をピークに
摂餌量，飲水量が抑制され，96時間後にはコントロールレベルまで回復していたが，28) MTX
分割投与では摂餌量，飲水量は初回投与から 96 時間まで時間依存的に抑制された．さらに，
L-NAME の併用投与は MTX 単回投与による QOL 低下には影響を及ぼさなかったが，28) 
MTX 分割投与による QOL の低下をさらに悪化させた．また，Takano らの報告 25) と一致
して MTX 単回投与は，L-NAME の併用の有無に関わらず小腸組織像に大きな影響を与え
なかったものの，MTX 分割投与は，MTX の反復投与を行っている他研究報告と同様に，
小腸組織傷害を引き起こした．21, 29–31) 従って MTX投与による小腸組織に与える傷害は，
投与量よりも投与回数の増加によって引き起こされることが明らかとなった．また，L-
NAME と MTX 分割投与の併用は，MTX 単独投与と比較して MPO 発現を指標とした炎症
および粘膜萎縮を伴う小腸組織傷害をさらに悪化させた．このことから，主に cNOS 由来
の内因性 NOによる粘膜保護作用および潰瘍防止作用が，MTX分割投与によって引き起こ
される QOL の低下および小腸組織傷害に拮抗していることが考えられた．実際，MTX 分
割投与は TNF-および IL-1 mRNA発現を有意に増加させ，IL-6 mRNA発現を増加させる
傾向を示した．興味深いことに MTX 分割投与群における L-NAME の併用投与は，有意差
はないものの MTX単独投与と比較して TNF-および IL-6 mRNA発現を増加させる傾向を
示した．L-NAME は，ラット腎皮質において抗炎症作用を担う IL-10 の産生を抑制するこ
とで TNF-産生を増加させることが報告されており，70) 従って L-NAME の併用投与によ
る TNF-および IL-6 mRNA 発現の増加傾向の機序に L-NAME による小腸での IL-10 産生
の抑制が関与している可能性が考えられた．  




trinitrobenezenesulfonic acid: TNBS）により誘発した大腸炎モデルラットに L-NAMEを前投
与すると，炎症をさらに悪化させることが報告されている．73) 即ち L-NAME の前投与は
主に nNOS および eNOS を阻害し，L-NAME の後投与は主に iNOS を阻害すると考えられ
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ている．従って，本研究において MTX 分割投与群への L-NAME の投与は主に cNOS によ
る NO産生を阻害し，このことが L-NAME 併用による小腸組織傷害の悪化に関与している




ラットへのMTX分割投与は，iNOS 発現のみならず nNOS および eNOS 発現を増加させ
た．L-NAMEはすべての NOS mRNA発現に影響を及ぼさなかったが，これは L-NAME が
NOS 活性を競合的に阻害するためである．MTX 分割投与による cNOS 発現の亢進のメカ
ニズムは未だ不明である．これまでに TNBS 誘発大腸炎モデルラットおよびデキストラン
硫酸ナトリウム誘発性大腸炎モデルラットの結腸において iNOS と同時に eNOS mRNA 発








考えると，MTX 単回投与は 24時間以内に L 細胞の過形成を引き起こし，96時間後まで持
続する一方，プログルカゴン mRNA 発現の亢進は一過性であり，投与 96 時間後では既に





べたように Kissowらもラットへの 5-FU投与は，投与 48時間以内に MPO発現を伴う小腸
組織傷害を引き起こすが，投与 48 時間以降に血漿 GLP-2 濃度が増加することを示してい
る．21) また，MTX 分割投与による GLP-2 発現の亢進は，先に認められた cNOS 発現増加
作用に関与している可能性も考えられる．De Heuvel らは，GLP-2 の 24時間刺激が腸内神
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経細胞における nNOS 発現を増加させることを報告している．76) また，GLP-2アナログ投
与がシスプラチン投与ラットの胃底部において nNOS 発現を増加させることや，77) ブタへ
の GLP-2アナログの投与は小腸 eNOS 発現を増加させることで小腸血流を改善させること
も報告されている．78) さらにマウスへの GLP-2アナログの投与は NO および血管作動性腸
管ペプチド経路を介し，リポポリサッカライド誘発性腸炎に拮抗する．79) 本研究において
は，MTX 投与による GLP-2 発現亢進作用と NO との関係についての解明には至らなかっ
た．今後 GLP-2 欠損モデル動物や GLP-2 阻害薬が MTX 投与による小腸 NOS 発現の変動
にどのような影響を及ぼすかを明らかにするなど，さらなる検討が必要である． 
以上第 2 章では，MTX 単回投与および分割投与によるラット QOL および小腸組織像に
及ぼす影響と NOの役割について検討し，その結果，MTX単回投与は小腸組織に著明な影
響を与えず，MTX 投与による小腸への影響が QOL 低下と関連している可能性は低いと考
えられた．一方，MTX 分割投与は小腸組織傷害を誘発し，この傷害が QOL 低下と関連し
ていることが示唆された．また MTX 分割投与による cNOS 発現の増加は，小腸組織傷害














像に及ぼす MTX 投与の影響と腸の恒常性維持に寄与する GLP-2 発現の関係について検討
し，次に MTXの投与方法と小腸組織傷害の関係および NOの役割について検討した． 
 
１．小腸組織像に及ぼす MTX 投与の影響と小腸グルカゴン様ペプチド-2 発現との関係に
ついて 5-FU 投与と比較検討した．MTX 投与は小腸組織像に著明な影響を及ぼさなかった
一方，5-FU 投与は時間依存的に炎症を伴う小腸組織傷害を引き起こした．MTX 投与は小
腸における GLP-2関連遺伝子mRNA発現，抗 GLP-2抗体陽性細胞数を有意に増加させた．
一方，5-FU投与はこれらの GLP-2関連遺伝子 mRNA発現，抗 GLP-2抗体陽性細胞数を有
意に減少させた．また，MTX 投与は GLP-2の分解酵素である DPP-4 mRNA 発現を増加さ
せる傾向を示し，5-FU 投与はこれに有意に増加させた．さらに MTX 投与は cAMP により
活性化される Epac1/2 mRNA発現を有意に増加させたが，5-FU投与はこれらに影響を与え
なかった．実際 MTX 投与ラットにおいてプログルカゴン mRNA発現と Epac1/2 mRNA発
現に強い相関関係が認められ，5-FU投与ラットにおいてはこれらに相関関係は認められな
かった．以上の結果から MTX 投与は小腸において GLP-2 の生合成を促進させることで，
小腸組織傷害に拮抗していることが示唆された．一方，5-FU投与は小腸での GLP-2生合成
を抑制することが明らかとなった．MTX 投与による Epac シグナル伝達経路の活性化が，









れを著明に悪化させた．MTX 単回投与は炎症性サイトカイン mRNA 発現に影響を与えな
かったが，L-NAMEを併用すると IL-1 mRNA発現は有意に減少した．MTX分割投与は L-
NAME の有無に関わらず，これらの炎症性サイトカイン mRNA 発現を増加させる傾向を
示した．MTX単回投与および分割投与は COX-2 mRNA発現に有意な影響を及ぼさなかっ
た．一方，MTX 分割投与は cNOS 発現を有意に増加させ，iNOS 発現を増加させる傾向を
示した．MTX単回投与は L-NAMEの有無に関わらずプログルカゴン mRNA発現に影響を
及ぼさなかったが，MTX 分割投与は L-NAME を併用することでコントロールと比較して
プログルカゴン mRNA 発現を有意に増加させた．一方，MTX 単回投与および分割投与は
抗GLP-2抗体陽性細胞数を有意に増加させ，L-NAMEの併用はこれに影響を与えなかった．
以上の結果から，MTX 単回投与は投与後 96 時間においても小腸組織像に著明な影響を与
えない一方，MTX 分割投与は QOL 低下および小腸組織傷害を引き起こすことが明らかと
なった．またMTX分割投与による cNOS 発現の増加が QOL低下および小腸組織傷害に拮
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